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El ejercicio aer6bico moderado evita la disfuncion endotelial y neuronal
producida por una dieta rica en grasas en arteria mesentérica de rata

Aerobic exercise training avoids endothelial and neuronal dysfunction produced by a high
fat diet in rat mesenteric artery

Sastre E *, Caracuel L *, Balfagon G, Blanco-Rivero ]

* Sastre E y Caracuel L han contribuido igualmente en la realizacion de este trabajo y ambas han de ser consideradas primer autor del
mismo. Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina, Universidad Auténoma de Madrid; Instituto de Investigacion La Paz
(IdIPAZ), Madrid, Espaia.

Resumen

Objetivo: Determinar si la obesidad inducida por una dieta rica en grasa (HFD) esta asociada con modificaciones
en las funciones endotelial o neuronal, y los efectos del entrenamiento aerdbico moderado en estos cambios.
Materiales y métodos: : Se utilizaron: (i) ratas control (dieta estidndar); (ii) ratas alimentadas con una dieta
HFD durante ocho semanas, y (iii) ratas HFD sometidas a un entrenamiento aerdbico moderado. Se analiza-
ron las respuestas vasomotoras a acetilcolina (ACh) y estimulacion eléctrica (EE), el efecto de L-NAME sobre
dichas respuestas, la respuesta vasodilatadora al donante de 6xido nitrico (NO) DEA-NO, las liberaciones de
NO y de O,.- y la expresion de nNOS y eNOS.

Resultados: La ingesta de la dieta HFD disminuy0 la respuesta vasodilatadora a ACh e incrementd la respues-
ta vasoconstrictora a EE. El efecto del L-NAME fue menor en ambos casos en ratas HFD. Las liberaciones de
NO endotelial y neuronal fueron disminuidas en ratas HFD. La liberacion de O,.- solo aument6 en arterias
de ratas HFD con endotelio. La vasodilatacion a DEA-NO disminuy6 solo en arterias HFD con endotelio.
HFD no modificé la expresion de eNOS, pero disminuy6 la expresion de nNOS. Todos estos cambios fueron
evitados por el entrenamiento aerébico moderado.

Conclusion: La practica de ejercicio aerobico moderado evitd la disfuncion de la inervacion nitrérgica perivascu-
lar y endotelial inducidas por una dieta HFD, evitando el desarrollo de mecanismos que favorecen la hipertension.
Palabras clave:

Obesidad inducida por dieta, entrenamiento aerébico moderado, funcién endotelial, inervacion perivascular
nitrérgica, 6xido nitrico, especies reactivas de oxigeno.

Abstract

Objective: We investigated whether high-fat diet (HFD)-induced obesity was associated with modifications on
endothelial or innervation functions, and the possible effects of aerobic exercise training on these changes.
Methods: (i) Control rats (standard diet); (ii) rats fed a HFD for 8 weeks; and (iii) HFD rats submitted to an
aerobic exercise training were used. Vasomotor responses to acetylcholine (ACh) and electric field stimulation
(EES), the effect of L-NAME in these responses, vasomotor responses to nitric oxide (NO) donor DEA-NO,
NO and O,.- releases, and nNOS and eNOS expression were analysed.

Results: : HFD decreased ACh vasodilatation and increased EFS-induced contraction. The effect of L-NAME
was lower in both cases in HFD segments. Both endothelial and neuronal NO releases were decreased in HFD.
O,.- release was augmented only in endothelium-intact HFD arteries. DEA-NO was decreased only in endothe-
lium-intact segments from HFD. HFD decreased nNOS and did not modify eNOS expressions. All the modifica-
tions described were avoided after training.

Conclusion: Aerobic exercise training avoided endothelial and nitrergic innervation dysfunction induced by a
HEFD, thus avoiding the development of mechanisms which lead to hypertension.
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I Introduccion

Es bien conocido que la obesidad es un importante pro-
blema de salud ya que entre otras alteraciones favorece el
desarrollo de hipertension. La combinacion de obesidad e
hipertension estd asociada con altas tasas de morbilidad y
mortalidad debidas, en gran medida, a alteraciones del sis-
tema cardiovascular [1]. Dependiendo de la cantidad y del
tipo de 4cidos grasos contenidos en una dieta hipercaldrica
que induce la obesidad, se regulan complejas senales intra-
celulares que modulan diversas funciones que participan en
el mantenimiento del tono vascular y, por lo tanto, de la
presion arterial [2].

La pared arterial estd formada por tres capas concéntri-
cas: tunica intima, compuesta por células endoteliales; tu-
nica media, formada por células musculares lisas; y tanica
adventicia, compuesta por tejido conjuntivo, ademas de
terminaciones nerviosas que liberan distintos neutrotrans-
misores. El tono arterial estd regulado, entre otros, por la
inervacion perivascular y factores endoteliales. Tanto el en-
dotelio como la inervacion nitrégica perivascular producen
y liberan el vasodilatador 6xido nitrico (NO) que se sinte-
tiza a partir de la eNOS y la nNOS, respectivamente. Se ha
descrito que la obesidad estd asociada a un incremento en
la formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), incre-
mentando el metabolismo del NO [3], mientras que el ejer-
cicio fisico previene el dafio oxidativo mediante un incre-
mento de mecanismos antioxidantes [4-9], aumentando la
biodisponibilidad del NO. Consecuentemente, la disminu-
cion en la sintesis y/o biodisponibilidad de NO de origen
endotelial y/o neuronal aumenta la resistencia vascular pe-
riférica y, por lo tanto, participa en el desarrollo de hiper-
tension.

Se ha demostrado que el consumo crénico de una dieta
hipercaldrica rica en grasas produce obesidad y disfuncion
endotelial por disminucién en la liberacién de NO [1, 10-
12], asi como incremento en la formacion de especies reac-
tivas de oxigeno ROS [13]. Previamente hemos demostrado
que una dieta rica en grasas produce aumento de la res-
puesta vasoconstrictora a EE debido en parte a la disminu-
cion de la sintesis de NO asociada a una disminucion en la
expresion de la nNOS. Adicionalmente, hemos observado
que el ejercicio moderado disminuye la formacion de ROS
en la arteria mesentérica de ratas espontaneamente hiper-
tensas [13-16].

Teniendo en cuenta los datos anteriormente expuestos,
nuestro objetivo fue analizar si en animales alimentados
durante un corto periodo de tiempo, con dieta hipercalori-
ca rica en grasa, la practica de ejercicio aerébico moderado
impide la disminucion de la liberacion de NO de origen en-

dotelial y/o neuronal, asi como el aumento de su metabolis-
mo, lo cual disminuiria el riesgo de desarrollo de hiperten-
sion a largo plazo.

I Materiales y métodos

Los procedimientos experimentales llevados a cabo en los
animales fueron aprobados por el Comité de la Universidad
Auténoma de Madrid y de acuerdo con las directrices para
el cuidado ético de los animales experimentales segun la le-
gislacion espafola y europea comunitaria (RD 223/88 MA-
PA y 609/86). Los resultados se presentan de acuerdo a las
directrices usadas para experimentos con animales (Mc-
Grath et al., 2010).

El experimento se realizé con ratas macho de tres meses
de edad de colonias Wistar, que fueron mantenidas a una
temperatura constante, humedad y ciclo de luz (12-12 ho-
ras de luz-oscuridad) con acceso libre a agua y comida. Los
animales se dividieron en tres grupos: 1) ratas control, 2)
ratas obesas, alimentadas con una dieta rica en grasas
(HFD, 35% de grasa), y 3) ratas HFD sometidas a un pro-
tocolo de entrenamiento aer6bico moderado.

Protocolo de entrenamiento

El ejercicio se llevo a cabo en una cinta rodante impulsa-
da por un motor LI8706 (Letica Scientific Instruments, Bar-
celona, Espafa) durante un periodo de ocho semanas (dos
semanas de adaptacidn; seis semanas de entrenamiento),
cinco veces por semana con duracion de 50 minutos/dia. La
intensidad del ejercicio se realizé al 55-65% (15-20 m/min)
de la velocidad de carrera mdxima [17]. La intensidad se
obtuvo a partir de la determinacion de la capacidad de ejer-
cicio maximo, ya que fueron sometidas a una prueba de
ejercicio progresivo, en la cinta descrita anteriormente, me-
diante un protocolo de velocidad incremental de 5 m/min
cada tres minutos hasta el agotamiento. Se considerd que
una rata estaba agotada cuando ya no podia correr en la
cinta de entrenamiento. La prueba se repitié después de
cinco semanas con el fin de ajustar la intensidad.

Mantenimiento de tejidos

24 horas después de la ultima sesion de entrenamiento,
las ratas fueron sacrificadas por inhalacion de CO, y pos-
terior decapitacion. El musculo séleo fue extraido y alma-
cenado a -80° C para ser utilizado posteriormente en el
analisis de la citrato sintasa. La arteria mesentérica fue ex-
traida, limpiada del tejido conectivo y grasa, dividida en
segmentos (2 mm) y conservada en solucion Krebs-Hense-
leit en frio (4° C) (KHS) (115 mmol/L de NaCl, 25 mmol/L
de NaHCOj, 4,7 mmol/L de KCI, 1,2 mmol/L de Mg-
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$0,.7H,0, 2,5 mmol/L de CaCl,, 1,2 mmol/L de
KH,PO,, 11,1 mmol/L de glucosa y 0,01 mmol/L de
NazEDTA).

Actividad citrato sintasa

La actividad citrato sintasa, marcador de la actividad oxi-
dativa del musculo, se determind en el séleo derecho de los
animales de acuerdo con el método descrito por Alp y cols.
[18]. La actividad de la enzima se midi6 en homogeneiza-
dos de musculo entero, y el complejo resultante a partir de
acetil-CoA y oxalacetato se determind a 412 nm y 25° C,
en un intervalo de 10 minutos. La actividad citrato sintasa
se expresa como nmol/min por mg de proteina.

Reactividad vascular

Se llevo a cabo el método utilizado por Nielsen y Owman
[19]. Se utilizaron dos alambres paralelos que se introduje-
ron a través de la luz del segmento de arteria mesentérica:
uno de los dos alambres se encuentra fijo a la pared de ba-
flo, mientras que el otro tiene movilidad y estd conectado a
un transductor de fuerza (Grass FTO3C; Quincy, Massa-
chusetts, USA), que a su vez estd conectado a un poligrafo
(Grass, modelo 7D) donde se registran los cambios de ten-
sion. Para llevar a cabo la estimulacion eléctrica (EE), los
segmentos se colocaron entre dos electrodos de platino se-
parados 0,5 ¢cm y conectados a un estimulador (Grass, mo-
delo S44) encargado de suministrar la intensidad de co-
rriente adecuada.

Los segmentos fueron introducidos en un bafio de 6rga-
nos que contenia 5 ml de KHS a 37° C burbujeado con car-
bégeno (95% O, y 5% CO,), proporcionando un pH de
7.4. El experimento contd con segmentos que presentaban
endotelio y segmentos sin endotelio, de los cuales fue elimi-
nado mediante frotacion suave de la superficie luminal de
cada segmento.

Los segmentos fueron sometidos a una tensiéon de 0,5 g,
que se reajustd cada 15 minutos, durante un periodo apro-
ximado de 90 minutos. Después, las arterias fueron expues-
tas a 75 mmol/L de KCI, con el fin de analizar la integridad
funcional. Fueron descartados aquellos segmentos que in-
dujeron una respuesta contractil inferior a 0,5 g. Posterior-
mente, después de un periodo de lavado, se comprobé la
presencia de endotelio, mediante la capacidad de la acetil-
colina (Ach, 10 wmol/L) para producir la relajacion de los
segmentos precontraidos con NA (1 umol/L).

Para estudiar la influencia de la obesidad y el entrena-
miento sobre el efecto vasodilatador del NO endotelial, se
analiz6 la respuesta vasodilatadora inducida por ACh (0,1
nmol/L- 10 umol/L) en arterias mesentéricas con endotelio

de ambos grupos experimentales. Para estudiar la contribu-
ciéon del NO endotelial en la respuesta vasodilatadora a
ACh, se realizaron curvas de relajacion a ACh (0,1 nM- 10
uM) en presencia de Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME, 0,1 mmol/L).

Para determinar posibles modificaciones en la participa-
cion de la inervacion perivascular mesentérica debidas a la
obesidad y al entrenamiento, se realizaron las curvas de fre-
cuencia-respuesta (1, 2,4, 8 y 16 Hz) a estimulacion eléctri-
ca con los pardmetros de 200 mA, 0,3 mseg, durante 30 se-
gundos con intervalo de un minuto entre estimulos para la
recuperacion del tono basal. Se realizaron tres curvas con-
secutivas con un periodo de lavado de al menos una hora
para evitar la desensibilizacion entre las mismas, mostran-
do respuestas similares. Las curvas se realizaron en arterias
con y sin endotelio. Para analizar la participacion de la
inervacion nitrérgica en la respuesta a estimulacion eléctri-
ca se afiadid al bafio L-NAME (0,1 mmol/L), 30 min antes
de realizar la curva de frecuencia-respuesta.

La respuesta vasodilatadora producida por el donante de
oxido nitrico, dietilamina NONOato (DEA-NO; 0,1
nmol/l- 0,1 umol/l), fue medida en arterias con y sin endo-
telio precontraidas con noradrenalina.

Medicion de 6xido nitrico

El 6xido nitrico se midi6 mediante fluorescencia emitida
por una sonda fluorescente 4,5-diaminofluoresceina (DAF-
2), como se ha descrito anteriormente [15, 20]. Segmentos
de arteria mesentérica con y sin endotelio de cada animal
(control, HFD y HFD entrenada) fueron sometidos a un
periodo de equilibrado en tamp6n HEPES (119 mmol/L
NaCl; 20 mmol/L de HEPES; 1,2 mmol/L de CaCl,; 4,6
mmol/L de KCIl; 1T mmol/L de MgSQOy,; 0,4 mmol/L de
KH,PO,; 5 mmol/L de NaHCO3; 5,5 mmol/L de glucosa;
0,15 mmol/L de Na,HPO,; pH 7,4) durante 60 minutos a
37° C. Las arterias se incubaron con 2 umol/L de DAF-2
durante 30 minutos. Seguidamente, el medio fue recogido
para medir la liberacién de 6xido nitrico basal. Una vez
que el bafo fue rellenado, se realizé la curva concentra-
cion-respuesta a ACh o curvas dependientes de frecuencia
a EE. Después, se recogié el medio para llevar a cabo la
medicion de la liberacion de 6xido nitrico inducida por
EE. La fluorescencia se midi6 a temperatura ambiente
usando un espectrofluorimetro (Perkin Elmer LS50 Instru-
mentos; FL WINLAB de software, de Waltham, Massachu-
setts, EE.UU.) con longitud de onda de excitacion a 492
nm y longitud de onda de emisiéon a 515 nm. La liberacion
de 6xido nitrico inducida por EE se calcula restando Ia li-
beracion basal del mismo a partir de la evocada por EE.
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Ademas, se realizaron medidas de muestra en blanco a
partir del medio, con el fin de descartar la emision de fon-
do. La cantidad de NO se expres6 en unidades arbitra-
rias/mg de tejido.

Western Blot

Los experimentos de expresion de proteinas se realizaron
siguiendo protocolos descritos previamente [15, 20]. Se uti-
lizaron anticuerpos policlonales contra eNOS o contra
nNOS (ambos a 1:2000, Abcam, UK) y anticuerpo secun-
dario especifico anti-IgG de conejo conjugado con activi-
dad peroxidasa (Amersham Pharmacia Biotech, Piscata-
way, NJ), diluido 1:2000. El experimento se reveld
mediante el empleo de un kit ECL™, siguiendo las instruc-
ciones del fabricante (Amersham Pharmacia Biotech, Pisca-
taway, NJ). Se utilizaron células endoteliales y homogena-
dos de cerebro de rata como control positivo. La misma
membrana se utilizé para determinar la expresion de p-acti-
na, utilizada para corregir la expresion de cada muestra (-
actina (1:50000, Sigma-Aldrich, Spain). Las bandas fueron
analizadas utilizando el software Scion Image (Scion Cor-
poration).

Aniones superoxido

Para medir los niveles de aniones superdxido se utilizo
la técnica de quimioluminiscencia emitida por lucigenina
[15]. Los segmentos de arteria mesentérica se sometieron
a un periodo de equilibrado en tamp6n HEPES a 37°C y
posteriormente fueron transferidos a tubos de ensayo que
contenian 1 ml de tampon HEPES con lucigenina (§
mmol/L) a 37° Cy pH 7,4. Después, se utilizo el lumino-
metro y se llevaron a cabo mediciones repetidas durante
cinco minutos a intervalos de 10 segundos. Finalmente, se
adicioné 4,5-dihidroxi-1,3-benceno disulfonico «Tirén»,
que es el encargado de eliminar los aniones superdxido
producidos por quimioluminiscencia. Los calculos se ob-
tuvieron realizando la resta entre lo obtenido en presencia
y ausencia de «Tiron». También se recogieron medidas del
blanco, en ausencia de segmentos de arteria, para determi-
nar la emision de fondo.

Farmacos usados

Los farmacos utilizados en este experimento son L-nora-
drenalina clorhidrato (NA), acetilcolina clorhidrato, No-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME),dietil amina NO-
NOato amoénico, 4,5-diaminofluoresceina (DAF-2,
Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Las soluciones madre
(10 mmol/L) de los firmacos utilizados se realizaron con
agua destilada, a excepcion de la noradrenalina que se di-

solvid en NaCl (0,9%)- solucién dcido ascorbico (0,01%
p/v). Estas soluciones se mantuvieron a —20°C y las solu-
ciones fueron elaboradas en KHS el dia del experimento,
mantenidas a 4° C.

Analisis de datos

Las respuestas producidas por estimulacion eléctrica y
noradrenalina se expresaron como un porcentaje de la con-
traccion inicial obtenida tras la exposicion a 75 nmol/L de
KCI para comparar las respuestas obtenidas en los tres gru-
pos experimentales. Las relajaciones inducidas por ACh o
por DEA-NO se expresaron como un porcentaje de la con-
traccion inicial producida por noradrenalina (control: 995
+45.1 mg; HFD: 987.4 + 35.4 mg; HFD entrenadas: 998.2
+75.2 mg P>0,05). Los resultados fueron expresados como
media =+ E.E.M. El analisis estadistico se realiz6 mediante la
comparacion de la curva obtenida en presencia de las dife-
rentes sustancias por medio de ANOVA de dos vias, segui-
dos por la prueba post-hoc de Bonferroni, utilizando el
software Graphpad Prism 5.0 (San Diego, California,
EE.UU.). Para el NO y los aniones superoxido, el analisis
estadistico se realizo mediante ANOVA de una via seguida
por el test post-hoc de Newman-Keuls. P < 0,05 fue consi-
derado significativo.

I Resultados

Evolucion de los animales

El incremento de peso corporal fue significativamente
mayor en animales sedentarios alimentados con una dieta
HFD, y disminuy6 en ratas HFD entrenadas [Control:
88.1+ 8.4 g (n=12); HFD sedentarias: 164.2 + 9.8 g*
(n=16); HFD entrenadas: 125.6 + 7.4 g*# (n=15); *P<
0.05 vs control; # P< 0.05 vs HED sedentarias]. La ingesta
diaria de comida fue significativamente menor en ratas
HFD sedentarias comparadas con los controles durante
todo el procedimiento experimental. El entrenamiento no
modific la ingesta de comida en ratas HFD [Control:
21.6+ 0.2 g (n=12); HFD sedentarias: 18.5 + 0.4 g*
(n=16); HFD entrenadas: 16.2 + 0.3 g* (n=15); *P< 0.05
vs control]. La ingesta caldrica diaria fue significativa-
mente mayor en ratas HFD sedentarias comparadas con
los controles durante todo el procedimiento experimental.
El entrenamiento no modifico la ingesta caldrica en ratas
HFD [Control: 64.8+ 0.6 KCal (n=12); HFD sedentarias:
99.2 + 2.2 KCal* (n=16); HFD entrenadas: 87.5.2 + 1.6
g* (n=15); *P< 0.05 vs control]. La actividad citrato sinta-
sa en soleo fue significativamente mayor en HFD entrena-
das en comparacion con las HFD sedentarias (HFD seden-
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tarias: 48.9 + 1.0 nmol/min mg proteina; HFD entrena-
das: 69.0 + 4.2 nmol/min mg proteina*; n= 10 animales
cada grupo).

Respuesta vasoconstrictora a KCI

La respuesta vasoconstrictora a KCl fue similar en los
tres grupos experimentales [Control: 1772+ 123 mg
(n=12); HFD sedentarias: 1797 + 121 mg (n=16); HFD en-
trenadas: 1699 + 112 mg (n=15)] y no fue modificada por
la eliminacién de endotelio [Control: 1848+ 81 mg (n=12);
HFD sedentarias: 1968 + 100 mg (n=16); HFD entrenadas:
1852+ 80 mg (n=15)].

Efecto de la ingesta de la dieta HFD vy el entrenamiento
sobre el NO de origen endotelial

En segmentos precontraidos con NA, la aplicacion de
ACh produjo una respuesta dependiente de dosis que fue

menor en animales HFD sedentarios en comparacion con
los controles (Figura 1A), y que no se vio modificada en
animales HFD entrenados (Figura 1A). La preincubacion
con el inhibidor no especifico de la NO sintasa L-NAME
(0.1 mmol/L) redujo la respuesta vasodilatadora a ACh en
segmentos de los tres grupos experimentales, pero en me-
nor medida en segmentos de ratas HFD sedentarias (Figu-
ras 1B, 1Cy 1D).

La liberacion de NO inducida por ACh fue menor en ra-
tas HFD sedentarias en comparacion con ratas control y
HFD entrenadas (Figura 2A). La expresion de eNOS fue si-
milar en segmentos de los tres grupos experimentales (Figu-
ra 2B). La produccion de O,.- fue mayor en segmentos de
animales HFD sedentarios en comparaciéon con animales
control y HFD entrenados. (Figura 2C). La respuesta vaso-
dilatadora al donante de NO DEA-NO fue menor en ratas
HED sedentarias (Figura 2D).
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Fig. 1. Respuesta vasodilatadora a ACh en segmentos de ratas control, HFD y HFD entrenadas (A). Efecto de la preincubacion con L-NA-
ME sobre la respuesta vasodilatadora a ACh en segmentos de ratas control (A), HFD (B) y HFD entrenadas (C). n= 8 animales por grupo
experimental. * P< 0.05 vs. situacion sin farmaco. La grafica insertada muestra las diferencias de drea bajo la curva en presencia/ausencia
de L-NAME. n= 8 animales por grupo experimental. *P< 0.05 vs. Control. # P< 0.05 vs. HFD.
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Fig. 2. (A) Liberacion de NO inducida por ACh en segmentos de ratas control, HFD y HFD entrenadas.
n= 6-8 ratas por grupo experimental. *P< 0.05 vs. Control. # P< 0.05 vs. HFD. (B) Imagen representati-
va de la expresion de eNOS en homogenados de arteria mesentérica de ratas control, HFD y HFD entre-
nadas. n= 4 animales por grupo experimental. (C) Produccion de aniones superéxido en segmentos de
ratas control, HFD y HFD entrenadas. n= 6-8 ratas por grupo experimental. *P< 0.05 vs. Control. # P<
0.05 vs. HED. (D) Respuesta vasodilatadora a DEA-NO en segmentos de ratas control, HFD y HFD en-

trenadas- n= 8 animales por grupo experimental.

Efecto de la ingesta de la dieta HFD y el entrenamiento
sobre el NO de origen neuronal

La aplicacion de EE indujo una respuesta contractil de-
pendiente de frecuencia en segmentos de los tres grupos ex-
perimentales. Esta vasoconstriccién fue mayor en segmen-
tos de ratas HFD sedentarias en comparaciéon con
segmentos de ratas control y HFD entrenadas (Figura 3A).
La vasoconstriccion inducida por EE fue practicamente
abolida por el bloqueante de la propagaciéon del impulso
nervioso TTX (0.1 umol/L), indicando el origen neuronal
de esta respuesta vasoconstrictora (resultados no mostra-
dos). La eliminacion del endotelio increment6 la respuesta
vasoconstrictora a EE de manera similar en los tres grupos
experimentales (Figuras 3B y 3C).

La preincubacion con el inhibidor no especifico de la NOS
L-NAME (0.1 mmol/L) increment6 de manera significativa
la respuesta contractil inducida por EE en segmentos de ra-
tas control y HFD entrenadas, pero no la modific6 en seg-

mentos de ratas HFD sedentarias (Figura 4). La liberacion
de NO inducida por EE y la expresion de nNOS fueron me-
nores en segmentos de ratas HFD sedentarias (Figuras A y
5B). La formacién de O2.- y la respuesta vasodilatadora a
DEA-NO fueron similares en segmentos sin endotelio de los
tres grupos experimentales (Figuras SCy 5D).

I Discusion

Los resultados de este estudio confirman la alteracion en
la funcion endotelial y neuronal en arteria mesentérica de
rata con obesidad inducida por una dieta rica en grasa, de-
bido a una disminucién de la participacion de NO. Esta
disminucion se produce por un aumento del metabolismo
de NO endotelial provocado por un incremento en la libe-
racion de especies reactivas de oxigeno, y por una menor li-
beracion de NO neuronal debido a una menor expresion de
nNOS. Estas alteraciones no se observan en ratas sometidas
a una pauta de entrenamiento aer6bico moderado.
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El tono arterial estd regulado, entre otros, por factores
endoteliales y neuronales. Cuando analizamos la funcion
endotelial en arteria mesentérica superior, observamos una
disminucién en la respuesta vasodilatadora a ACh en seg-
mentos de ratas HFD sedentarias en comparacion con los
controles, como se ha descrito en distintos lechos vascula-
res [1][10-12], que no se observo en segmentos de animales
HFD entrenados [13][21]. Estos resultados indican que la
disminucion de la respuesta vasodilatadora dependiente de
endotelio induce un aumento de la resistencia vascular y,
por lo tanto, puede participar en el desarrollo de hiperten-
sién en ratas obesas, efecto que no tiene lugar cuando la
dieta HFD se asocia con la practica de ejercicio moderado.
Nuestro siguiente objetivo fue analizar la posible implica-
cién del NO endotelial en estas respuestas.

La vasodilatacion a ACh en presencia del inhibidor no es-
pecifico de la NO sintasa L-NAME fue menor en arterias de
ratas HFD sedentarias con respecto al control de acuerdo
con datos publicados previamente, mientras que se observa-

ron cambios con respecto al control en ratas HFD sometidas
a un programa de ejercicio moderado [1][10][11][13][22].
Los resultados obtenidos de la cuantificacion del NO libera-
do por ACh confirman la relacion directa entre disfuncion
endotelial y liberacion de NO, y que el ejercicio fisico impi-
de la disminucién en la liberacién de NO inducido por la
dieta. El hecho de que la expresion de eNOS, no se viera
modificada por dieta combinada o no con ejercicio lleva a
hipotetizar que no es la sintesis, sino la disminucién de la
biodisponibilidad de NO la causa de la menor participacion
de este factor en la funcion endotelial.

Se ha descrito que la obesidad produce un aumento de es-
trés oxidativo, disminuyendo asi la biodisponibilidad de NO,
y que el entrenamiento moderado mejora los sistemas antio-
xidantes vasculares [13-16]. Estos datos sugieren que un au-
mento del metabolismo del NO sea la causa de la disfuncion
endotelial observada. El hecho de que la respuesta vasodila-
tadora al donante de NO DEA-NO fuese menor en segmen-
tos de HFD sedentarias en comparacion con ratas controles y
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HEFD entrenadas sugiere un aumento en el metabolismo del
NO. Por lo tanto, nuestro siguiente objetivo fue estudiar po-
sibles modificaciones en el proceso oxidativo en las distintas
condiciones experimentales. La produccion de aniones supe-
roxido aument6 en segmentos mesentéricos de ratas HFD se-
dentarias, mientras que fue similar al grupo control en ratas
HFD entrenadas. Estos resultados indican que el incremento
del estrés oxidativo inducido por la obesidad no se produce
en animales sometidos a una pauta de entrenamiento evitan-
do la disfuncion endotelial y, por lo tanto, uno de los factores
que predisponen al desarrollo de hipertension.

Nuestro siguiente objetivo fue analizar la posibilidad de
que el ejercicio fisico impidiera la disminucién de la fun-
cion nitrérgica observada previamente en arteria mesentéri-
ca de ratas HFD. La aplicacion de EE produjo una respues-
ta contrictil dependiente de frecuencia que se debe a la
liberacion de neurotransmisores, puesto que es abolida por
el bloqueante del impulso nervioso TTX. Esta respuesta

contractil fue mayor en segmentos de ratas HFD sedenta-
rias en comparacion con ratas control, como ya habiamos
descrito previamente [20]. Este incremento no se observd
en arterias HFD entrenadas.

Se ha descrito que el endotelio puede modular la respuesta
a diversas sustancias vasomotoras [23][24]. Por lo tanto,
nuestro siguiente objetivo fue analizar si las diferencias ob-
servadas entre los tres grupos experimentales se deben a la
influencia del endotelio. En ausencia de endotelio la EE pro-
dujo un incremento similar en la respuesta vasoconstrictora
en los tres grupos, indicando que las respuestas vasocons-
trictoras a EE son independientes de endotelio. La respuesta
vasoconstrictora a KCl es un indicador de la integridad de la
maquinaria contractil de las células del musculo liso vascu-
lar. La respuesta contractil a KCI de la arteria mesentérica
fue similar en los tres grupos experimentales indicando que
las variaciones de la respuesta a EE no se deben a alteracio-
nes en la capacidad de respuesta vasomotora.
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Al analizar la participacion del NO neuronal sobre la
respuesta vasoconstrictora a EE, observamos que el L-
NAME incrementé dicha respuesta en segmentos de ani-
males control y HFD entrenados, mientras que no la mo-
dific6 en HFD sedentarios como ya habiamos descrito
[20], indicando que el ejercicio fisico mantiene la libera-
ciéon de NO de la inervacion nitrérgica como en la situa-
cion control. Estos resultados fueron confirmados por el
hecho de que la expresion de nNOS fue menor en anima-
les HED sedentarios, mientras que en segmentos de ratas
HFD entrenadas fue similar que en ratas control. Estos re-
sultados se corresponden con los datos observados en la
liberacion de NO neuronal.

Puesto que la tunica adventicia es una fuente de especies
reactivas de oxigeno [25], no podemos descartar modifica-
ciones en el metabolismo de NO neuronal. El hecho de que
la respuesta vasodilatadora al donante de NO DEA-NO y
que la formacién de aniones superoxido fuera similar en
segmentos de los tres grupos experimentales desprovistos
de endotelio descarta esta hipdtesis y pone de manifiesto
que el incremento de TOS descrito en arterias de ratas obe-
sas con endotelio se origina en el endotelio.

En conjunto, estos resultados indican que la disfuncion
de la inervacion nitrérgica perivascular y endotelial induci-
dos por una dieta HFD no se produce con la practica de
ejercicio aerdbico moderado, evitando el desarrollo de me-
canismos que favorecen la hipertension. |
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